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(57) Abstract 



Phosphorylcholine (PCho) participates in the transmission of intracellular signals involved in tumoral proliferation. The inhibition of 
the production of phosphorylcholine (PCho) can be achieved through inhibiting the choline kinase enzyme (C:hok). The present invention 
discloses various alternative and reliable methods for the determination of the activity of the choline kinase ex vivo (in an assay tube, 
free of cells) or the determination of intracellular levels of Pcho, analysis in vitro (in intact living cells) in the presence or absence of 
potential compounds having antitumoral activity. The inhibition of the enzyme Chok and the reduction of the levels Pcho would Identify 
said compounds as an antitumoral substance. 



(57) Resumen 



La fosforilcolina (PCho) partlcipa en la transmisi<3n de seflales intracelulares implicadas en la proliferaci<5n tumoral. La inhibici6n 
de la producci6n de fosforilcolina PCho se puede conseguir mcdiante la inhibici6n de la enzima colina quinasa (Chok). En la presente 
mvenci6n se proponen diversos m6todos altemativos y fiables para la determinacidn de la actividad de la colina quinasa ex vivo (en lubo de 
ensayo, libre de c6Iulas) o la determinaci6n de los niveles intracelulares de PCho, andlisis in vitro (en c^lulas vivas intactas) en presencia o 
no de potenciales compuestos con actividad antitumoral. U inhibici^n de la enzima Chok y la rcduccibn de los niveles de Pcho identificarfa 
dicho compuesto como una sustancia antitumoral. 
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TfTULO 

SISTEMA DE IDENTIFICACION ("SCREENING") DE COMPUESTOS CON 
ACTIVIDAD ANTITUMORAL, ANTIVIRAL, ANTIPARASUARIA Y 
ANTIFUNGICA. 

SECTOR DE LA TECNICA 

La presente invenci6n est4 relacionada con el diseno de una nueva estrategia para la 
identificacion de compuestos tanto naturales como de smtesis que presenten actividad 
selectiva como anticancerosos, antivirales, antiparasitarios o antifungicos. 

En forma resumida, aqui se describe la utilizaci6n de la inhibicion de la biosintesis de 
fosforilcolina, mediante bloqueo selectivo de la enzima colina quinasa, en celulas tumorales 
0 en celulas afectadas por infeccion parasitaria, como una nueva estrategia para el 
descubrimiento de compuestos que puedan ser utilizados para el tratamiento de tumores y de 
enfermedades parasitarias o producidas por virus y bongos en animales y en humanos. El 
campo de invenci6n aquf descrito constituye una nueva estrategia para la identificacidn de 
compuestos de interns en el tratamiento de tumores y enfermedades parasitarias, vfrales y 
fungicas en animales y en humanos. 

ESTADO ANTERIOR DE LA TECNICA 

Los procesos de proliferaci6n, diferenciaci6n y muerte celular programada 
(apoptosis) en los organismos eucariotes superiores, tres de los fenomenos directamente 
relacionados con la transformacion celular, se realiza mediante la comunicacion entre celulas 
a traves de complejos mecanismos de transmision de senales (Rozengurt, E. 1986. Science 
234: 161-166). Estos procesos se controlan mediante factores difusibles que se transportan a 
traves del torrente sanguineo y son reconocidos por receptores especfficos ubicados en las 
celulas efectoras. En los liltimos anos se ha producido un espectacular avance en el 
conocimiento de los sistemas enzimaticos involucrados en la cascada de senales responsables 
de la regulacion de estas funciones celulares. 

Una de las caracteristicas fundamentales de muchos receptores para factores de 
crecimiento es la actividad de tirosina quinasa asociada al receptor tras la unidn al ligando 
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(Hunter, T. y Cooper, J.A. 1985. Ann. Rev. Biochem. 54: 897-930; Sibley, D.R. et al. 1987. 
Cell 48: 913-922). Mediante diferentes estrategias, se han identificado numerosos substratos 
intracelulares de estos receptores tales como PI-PLC, Src, Syp, She, GAP-ras y PI3 Kinase 
(Lacal, J.C. y Camero A. 1994. Oncology Reports 1: 677-693), Tras la conexi6n de estas 
rutas de senalizacion, se produce la activaci6n especifica de factores de transcripci6n, bien 
citoplasmaticos o nucleares, que controlan la expresion de los genes reguladores de la 
respuesta celular. Los oncogenes identificados hasta la fecha se pueden relacionar 
directamente con la funcion de alguno de los componentes estructurales de esta cascada de 
senales. Las celulas transformadas por estos oncogenes muestran alteraciones en las rutas de 
senalizacion utiiizadas per las celulas normales, manteniendo de forma permanentemente 
activas cascadas que en condiciones normales solo se inducen de forma transitoria tras la 
estimulacion oncogenica, 

Una de las rutas metabolicas controladas por factores de crecimiento y alterada tras la 
transformacion oncogenica de m4s relevancia desde el punto de vista de la regulacidn de la 
proliferacidn celular ia constituye el metabolismo de fosfolipidos, en particular de fosfatidil- 
inositoles (Pis) y fosfatidilcolina (PC) (Berridge, M.J., y Irvine, R.F. 1989. Nature 341: 197- 
205; Pelech, S.L. y Vance, D.E. 1989. Trends in Biochem. Sci. 14: 28-30.). La hidrolisis de 
fosfatidil-inositol bifosfato (PIP2) mediante la accion de las PLCs, origina la formacion de 
inositol- 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). La hidrdlisis de PC por una PLD 
origina colina y acido fosfatidico (PA), que posteriormente se convierten en fosforilcolina 
(PCho) y DAG respectivamente. 

Entre los diversos componentes estructurales que integran la cascada de seriales 
intracelulares, la protefna p21-ras ocupa un lugar destacado pues fimciona como un 
interruptor molecular que regula la proliferacion (Mulcahy, L.S. et al. 1985. Nature 313: 241- 
243.) y la transformacion celular (Smith, M.R. et al. 1986. Nature 320: 540-543). 

Existe abundante informacion que establece una clara conexi6n entre factores de 
crecimiento, metabolismo de fosfolipidos y oncogenes. Asf, en celulas transformadas por los 
oncogenes ras, src, sis y fins, los niveles b^ales de diferentes metabolitos fosfolipidicos esta, 
de forma constitutiva, por encima de los que presentan las celulas normales (Wolfinan, A. y 
Macara, LG. Nature 325:359-361; Wolfman, A. et al. 1987. J. Biol. Chem. 262:16546-16552; 
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Lacal, J.C. et al. 1987. Nature: 330: 269-272; Fleischman, L. et al. 1994. Science 231: 407- 
410; del Peso L. et al., 1997. Biochem. J. 322:519-528). Por otra parte, la PI3K ha sido 
identificada como un efector de la protema Ras (Rodriguez- Viciana, P. et al. Nature 370: 
527-532). Estos resultados sugieren la existencia de diferentes niveles de regulaci6n del 
5 metabolismo de fosfolipidos en c^lulas transfonnadas por oncogenes; de aqui la importancia 
del conocimiento de los factores que intervienen en la regulaci6n de estas rutas metabdiicas 
en la transformaci6n celular. 

En estudios anteriores del nuestro grupo se ha observado que en celulas 
transformadas por diversos oncogenes los niveles de ciertos metabolitos lipidicos como DAG 

10 y fosforilcolina (PCho) estan aumentados respecto a los niveles de celulas normales (Lacal, 
J.C et al 1987, Nature 330: 269-272; Camero A, et al., 1994. Oncogene 9, 1387-1395; del 
Peso L. et al., 1997. Biochem. J. 322:519-528). La produccion de DAG y PCho proviene de 
la activacion de una PC-PLD que genera dcido fosfatidico (PA) y colina, que posteriormente 
se convierten en DAG y PCho por accion de la PA-hidrolasa y la colina quinasa, 

15 respectivamente (Camero, A., Cuadrado, A., del Peso, L. y Lacal, J.C. 1994. Oncogene 9: 
1387-1395). 

Estas conclusiones se basan en la observacion de que en celulas estimuladas con 
suero 0 factores de crecimiento individualmente se produce una subida de los niveles 
intracelulares de fosforilcolina (PCho). A tiempos cortos, contados desde el inicio del 

20 estfmulo, (menos de 5 minutos) se produce un increment© de PCho transitorio, y a tiempos 
largos (mas de 3 horas de la estimulaci6n) se produce un incremento mayor de 
aproximadamente 2-3 veces los niveles basales (Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., 
Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J. Cell. Biochem. 57: 141-149). En celulas transformadas por 
diferentes oncogenes, tambi^n se aprecia que los niveles de PCho estan incrementados de 

25 forma constitutiva. La produccion de PCho tras la estimulacion mitogenica o transformacion 
por oncogenes es debida a la actividad colina quinasa, pues se consigue su total desaparicidn 
mediante la accion de inhibidores de esta enzima (Camero, A., Cuadrado, A., del Peso, L. y 
Lacal, J.C. 1994. Oncogene 9: 1387-1395; Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. 
y Lacal, J.C. 1995: J. Cell. Biochem. 57: 141-149; Cuadrado, A., Camero, A., Dolfi, F., 

30 Jimenez, B. y Lacal J.C. 1993. Oncogene 8: 2959-2968; Hemdndez-Alcoceba R., Saniger L., 
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Campos J., Nunez M.C., Khaless R, Gallo M.A., Espinosa A., and Lacal J.C. 1997. 
Oncogene 15, 2289-2301). Los inhibidores de colina quinasa no solo bloquean totalmente la 
producci6n de fosforilcolina inducida por factores de crecimiento y suero o cdlulas 
transformadas por oncogenes, sino que inhibe drdsticamente la proliferacion celular, tanto en 
5 c^lulas normales como en transformadas. Esta inhibici6n se revierte cuando se afiade 
fosforilcolina a las c61ulas o mediante la adici6n de suero, reforzandose el concepto de 
inhibicion especifica a traves del enzima cblina quinasa (Camero, A., Cuadrado, A., del Peso, 
L. y Lacal, J.C. 1994. Oncogene 9: 1387-1395; Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., 
Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J. Cell, Biochem. 57:141-149; Cuadrado, A., Camero, A., 

10 Dolfi, F., Jimenez, B. y Lacal J.C. 1993. Oncogene 8: 2959-2968). 

Dada la importancia de la colina quinasa en el sistema de transduccion de senales 
mitog^nicas, tambi^n se ha estudiado el posible papel de la PCho, producto de la colina 
quinasa, como segundo mensajero. Nuestros resultados demuestran claramente que la PCho 
es necesaria para la actividad mitog6nica de factores de crecimiento en cdlulas NIH 3T3 

15 (Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J. Cell. Biochem. 57: 
141-149). En presencia de inhibidores de colina quinasa, el crecimiento celular estd 
drasticamente inhibido en celulas estimuladas por factores de crecimiento como PDGF o 
FGF, o en cdlulas transformadas por oncogenes como ras o sis. La adicidn de insulina, sin 
embargo, revierte este efecto (Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 

20 1995: J. Cell. Biochem. 57: 141-149; Cuadrado, A., Camero, A., Dolfi, F., Jimenez, B. y 
Lacal J.C. 1993. Oncogene 8: 2959-2968). Asimismo, en presencia de suero no se observa el 
efecto inhibitorio de estos compuestos. Por tanto, la inhibicion de la capacidad mitogdnica de 
factores de crecimiento y oncogenes por inhibidores de la colina quinasa no es debido a un 
proceso de toxicidad celular inespecifica, sino al bloqueo selectivo y especifico de las rutas 

25 intracelulares de senalizaci6n. Este efecto de inhibicion de la proliferacion celular se revierte 
por adici6n de PCho, remarcandose con ello la especificidad del sistema. 

En resumen, todos estos resultados previos demuestran una alta especificidad de la 
inhibicion de la proliferacion celular por inhibidores de la colina quinasa. La colina quinasa 
es, por tanto, un paso importante en la regulacion de la proliferacion celular y, como 

30 consecuencia, todos los compuestos que manifiesten actividad de inhibicidn de la colina 



wo 00/12755 



PCT/ES99/00275 



5 

quinasa son excelentes candidates para el desarrollo de agentes con actividad antitumoral. El 
diseno de derivados que afecten directamente a la actividad colina quinasa puede permitir 
desarrollar terapias antitumorales efectivas. 

Es de destacar que el descubrimiento de compuestos con potencial actividad 
5 antitumoral, antiviral, antiparasitaria o antifungica se basa en el analisis de su capacidad 
inhibitoria de la proliferacion celular en sistemas de celulas en cultivo, o de complejos 
sistemas de analisis de inhibici6n de la replicaci6n viral, de parasitos o de hongos en cultivos 
apropiados (XX). Se ha comprobado que estos pat6genos humanos tambien pueden precisar 
de la generacion de fosforilcolina para su sobrevivencia (Harnett W., Parkhouse R.M.E., 

10 1995, Perspectives in nematode physiology and biochemistry, pp.207-242, M/S Narendra 
Publication House, New Delhi) y esto sugiere la posibilidad de utilizar inhibidores de la 
colina quinasa para combatir las enfermedades que producen. Por tanto, un sistema de 
andlisis rdpido y econ6mico que sirva para la identificaci6n de compuestos con capacidad de 
inhibir la colina quinasa es un mecanismo eficaz de identificacion de mol6culas con potencial 

15 de utilizaci6n como antitumorales, antivirales, antiparasitarios y antifiingicos, 

descripci6n de la invenci6n 

Los ensayos que se utilizaran para el cribaje de compuestos con posible actividad 
antitumoral se basan en la capacidad de los mismos para inhibir la produccion de 
20 fosforilcolina (PCho). El esquema de sintesis de fosfatidilcolina (PC) se puede resumir en la 
siguiente proceso biol6gico: 

1 2 3 

colina --> fosforilcolina -> CDP-cohna — > fosfatidilcolina 
25 (Pcho) (PC) 

donde 1 corresponde a la colina quinasa (EC 2.7.1.32), 2 a la citidilil-transferasa (EC 
2.7.7.15), y 3 a la colino-fosfotransferasa (EC 2.7.8.2). 

La idea original, en la que se basa la solicitud de la patente, implica que la PCho es 
utilizada por las celulas para una nita de transmision de senales, altemativa y diferente a la de 
30 sintesis de PC, esencial para la regulaci6n del crecimiento celular. Esta hipotesis ha sido 
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publicada (Jimenez, B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J. Cell. 
Biochem. 57: 141-149) por el investigador solicitante. Por ultimo, hemos demostrado 
tambien que las c^lulas transformadas por diversos oncogenes presentan unos nieveles 
elevados de PCho debido a la activacion de la ruta dependiente de la colina quinasa. Estos 

5 trabajos ban sido publicados recientemente (Cuadrado, A. et al.,1993. Oncogene 8: 2959- 
2968; Camero A. et al., 1994. Oncogene 9, 1387-1395; del Peso L. et al., 1997. Biochem. J. 
322:519-528). Basado en estos descubrimientos, se puede concluir que se puede inhibit 
drasticamente y especificamente la proliferaci6n celular de Imeas tumorales inhibiendo 
directamente la colina quinasa, responsable directa de la produccion de PCho. 

10 La inhibicion de la produccion de PCho se puede conseguir mediante la inhibicion de 

la enzima colina quinasa (ChoK). Los compuestos que se pretenden identificar como 
potencialmente interesantes para su estudio como antitumorales son los inhibidores de la 
colina quinasa de origen tanto natural como de sintesis. Para medir su actividad se pueden 
emplear tanto sistemas ex vivo (en tubo de ensayo, libre de c^lulas) como in vitro (en celulas 

15 vivas intactas). Se proponen diversos m^todos altemativos y fiables para la determinaci6n de 
la actividad de la colina quinasa ex vivo o la determinaci6n de los niveles intracelulares de 
PCho (analisis in vitro) y que forman parte de la presente invencion. Por otro lado, la colina 
quinasa se presenta en levaduras, bongos, algas, plantas, parasitos y en distintas especies 
animates (mamiferos, anfibios, peces, insectos,...) por lo que se puede utilizar cada una de 

20 estas colina quinasa, especffica de cada organismo, en cada uno de los ensayos que se 
describen en la presente invencion y que forman parte de la misma. El uso de estas colina 
quinasas especfficas de distintos organismos permitiria identificar compuestos mas 
especificos de cada uno de estos organismos, lo que redundara en una mayor eficacia de los 
mismos. 

25 Dentro del campo de la invencion mencionada, se describen dos ensayos para el 

analisis de un gran niimero de compuestos quimicos tanto de origen natural como de 
estmcturas sinteticas para los que se reivindican tanto la utilizacion de la estrategia como su 
disefio, y la identificacion de aquellos compuestos con potential utilizacion posterior en el 
ambito de la terapeutica quimica. En los siguientes ejemplos, aunque sin limitar las 

30 posibilidades, se describen las caracterfsticas generates de ambos ensayos aunque pueden 
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existir variaciones de algunas de las partes de los mismos que permitirian mejoras 
cualitativas de los resultados obtenidos por ellos, y que forman parte de la presente 
invenci6n. Entre estas variaciones se pueden incluir: 1) el uso de colina quinasa contenida en 
un extracto de celulas que produce esta proteina, 2) el uso de la HPLC de intercambio ionico 
5 como metodo altemativo de deteccion de los niveles de Pcho, 3) el uso de colina marcada 
radiactivamente o por metodos fluorimetricos en el analisis de la determinacion de la 
actividad colina quinasa, 4) el uso de colina quinasa purificada parcial o totalmente, 5) los 
ensayos se realizan en fase liquida 6 en fase solida-liquida. 

10 EJEMPLOS 

Ejemplo 1.- Ensayo ex vivo de mhibidores de la colina quinasa* 

En este ensayo se puede utilizar colina quinasa de levaduras, comercialmente 
disponible o de celulas de mamiferos, incluyendo humanos. El procedimiento experimental 
1 5 es como se describe a continuacion: 

- Se prepara el tamp6n de reacci6n lOX (IM Tris pH 8,0, 100 mM MgC12 y 2 mM 
(14C)-metil-CoIina (20 nCi/ml), ATP 100 mM), 

- Se prepara una solucion de colina quinasa de levadura (50 mU/ml) a partir de una 
preparaci6n comercial de lU/ml, 

20 - Se preparan las distintas concentraciones de los compuestos a analizar, con una 

concentracion de 5X en agua, 

- Se mezclan 20 ml (mililitros) de buffer + 10 ^l del compuesto (o agua en los 
controles) + 10 jil agua + 10 jil colina quinasa, 

Se incuba durante 45 min. a 3TC, 
25 - Se detiene la reaccion anadiendo 10 \x\ EDTA 500 mM y se mantienen las 

muestras en hielo, 

- Se resuelven alicuotas equivalentes (30 |il de cada muestra) por cromatografia en 
capa fina utilizando placas de gel de silice como soporte y como fase m6vil el 
tampon siguiente: 0,9% cloruro s6dico:metanol:hidr6xido am6nico (50:70:1; 

30 v:v:v). Se resuelven en paralelo est^dares sinteticos de colina y fosforilcolina 
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radiactivos como indicadores, 

- Se identiiican las manchas radiactivas correspondientes a colina y PCho y se 
cuantifican mediante la t^cnica de centelleo liquido (se raspan las manchas 
correspondientes tras exposici6n de un film sensible a radiactividad) o mediante 

S un sistema electr6nico automdtico convencional, 

- El efecto de cada compuesto analizado sobre la produccion de PCho se determina 
mediante la normalizaci6n de los valores de radiactividad de este metabolito 
frente a los niveles de radiactividad totales (colina + PCho) en cada muestra. 

10 Ejempio 2.- Ensayo in vitro de inhibidores de la colina quinasa. 

En este ensayo se pueden utilizar tanto c61ulas de raton como celulas humanas 
disponibles como cultivos inmortalizados: 

- Se siembran celulas de raton 6 humanas en placas de plastico de 6 pocillos en el 
medio adecuado (DMEM o equivalente suplementado con 10% suero fetal o de 

IS temera recidn nacida). Se afiaden 200.000 celulas por pocillo. Se hacen crecer 

hasta que alcanzan confluencia en un incubador con 5% de C02, 95% aire y 90% 
humedad, a 37°C, 

- Normalmente a las 48 horas se alcanza la confluencia. En este punto se lavan las 
placas con tampon TD (SO mM fosfato sodico, 150 mM cloruro sddico, 5 mM 

20 cloruro potasico, pH 7,4) y se afiaden 2 ml/pocillo de medio DMEM 

suplementado con 0.5% de suero de temera. Se aftade a cada pocillo una cantidad 
creciente de los compuestos a analizar, disueltas en el mismo medio, de forma que 
se consiga una curva creciente que abarque un rango de al menos 1000 veces la 
concentracion menor empleada, que estara en tomo a 0,1 micromolar (^M). Se 

25 incuba durante ima hora en condiciones estandar, 

- Se anaden 0,5 nCi/pocillo de (14C)metil-colina como precursor radiactivo. Se 
incuban en condiciones estdndar de C02 y humedad durante 12-14 horas, 

- Se lavan las celulas con tampon TD y se procesan para la determinacibn del 
contenido celular en PCho. Se afiade 1 ml/pocillo de una soluci6n acuosa de icido 

30 tricloroac^tico (TCA) al 16%. Se deja 1 hora en cdmara fria (4X). Este 
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procesamiento fija las c61ulas en los pocillos y extrae el material soluble en el 
TCA, conteniendo los metabolitos colina y Pcho, 

- Se recogen ios sobrenadantes en tubos de IS ml resistentes a disolventes 
orgdnicos. Se lavan los pocillos con 1 ml de TCA al 16% y se mezclan con las 

5 muestras anteriores, 

- Las celulas fijadas por el TCA en los pocillos se disuelven en 0,5 ml de hidroxido 
s6dico 0,5 N y se determina la radiactividad incorporada en el material insoluble 
en TCA (fimdamentalmente fosfatidilcolina) por metodos estandares mediante 
contaje centelleo liquido en un contador de emisiones B, 

10 - Los extractos de TCA se lavan con cuatro voliimenes de eter saturado en agua. Al 

mezclar las muestras con el 6ter, se forman dos fases. Se agitan energicamente y 
se aspira la fase superior, que se deshecha. Se repite el proceso tres veces mis, 

- Las muestras se neutralizan con 50 \il de tampon Tris Base (pH 10) y se agitan 
energicamente para uniformizar la solucion, 

15 - Se transfieren las muestras a tubos eppendorf o similares de L5 ml y se secan 

mediante liofilizacion en un sistema de centrifugacidn al vacio, 

- Se resuspenden las muestras en 0,1 ml de agua destilada y se resuelven alfcuotas 
equivalentes por cromatografia en capa fma utilizando placas de gel de silice 
como soporte y como fase movil 0,9% cloruro s6dico:metanol:hidr6xido amonico 

20 (50:70:1). Al mismo tiempo, se resuelven en paralelo estandares sint^ticos de 

colina y fosfocolina radiactivos como indicadores, 

- Se identifican las manchas radiactivas correspondientes a colina y PCho y se 
cuantifican mediante centelleo liquido (se raspan las manchas correspondientes 
tras exposicion de un film sensible a radiactividad) o sistemas electronicos 

25 automaticos convencionales (directamente), 

- El efecto de cada compuesto analizado sobre la produccion de PCho se determina 
mediante la normalizacion de los vedores de radiactividad incorporados en el 
metabolite (colina o PCho) frente a los niveles de radiactividad incorporados en el 
material insoluble. 



30 
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REIVINDICACIONES 

1. - M6todo de identificacidn de nuevos compuestos antitumorales, antivirales, 
antiparasitarios y antifimgicos, caracterizado por la utilizaci6n de la actividad inhibitoria 

5 sobre la proteina colina quinasa como criterio identificativo. 

2. - Metodo segiin la reivindicacion 1 caracterizado porque la colina quinasa es de origen 
diverso, seleccionada entre le grupo siguiente: levadura, bongos, plantas, celulas de 
mamiferos, algas, insectos, anfibios y peces. 

3. - Metodo segun la reivindicacion 2 caracterizado por ser un sistema de analisis ex vivo de 
10 la capacidad inhibitoria de dichos compuestos sobre la proteina colina quinasa y por estar 

constituido por las siguientes etapas: 

- Se prepara el tampon de reaccidn 1 OX ( IM Tris pH 8,0, 1 00 mM MgC12 y 2 mM 
(14C)-metil.Colina (20 fiCi/ml), ATP 100 mM), 

- Se prepara una soluci6n de colina quinasa de levadura (SO mU/ml) a partir de una 
1 5 preparacion comercial de 1 U/ml, 

- Se preparan las distintas concentraciones de los compuestos a analizar, con una 
concentracion de SX en agua, 

- Se mezclan 20 ml (mililitros) de buffer + 10 jil del compuesto (o agua en los 
controles) + 10 |li1 agua + 10 )il colina quinasa, 

20 - Se incuba 45 min. a 37°C, 

- Se detiene la reaccion anadiendo 10 ^1 EDTA 500 mM y se mantienen las 
muestras en hielo, 

- Se resuelven ali'cuotas equivalentes (30 jil de cada muestra) por cromatografia en 
capa fina utilizando placas de gel de silice como soporte y como fase m6vil el 

25 tamp6n siguiente: 0,9% cloruro s6dico:metanol:hidr6xido amonico (50:70:1; 

v:v:v). Se resuelven en paralelo estandares sinteticos de colina y fosforilcolina 
radiactivos como indicadores, 

- Se identifican las manchas radiactivas correspondientes a colina y PCho y se 
cuantifican mediante la t^cnica de centelleo liquido (se raspan las manchas 

30 correspondientes tras exposicion de un film sensible a radiactividad) o mediante 



wo 00/12755 



PCT/ES99/00275 



11 

un sistema electronico automatico convencional, 

- El efecto de cada compuesto analizado sobre la produccion de PCho se detemiina 
mediante la normalizacidn de los valores de radiactividad de este metabolite 
frente a los niveles de radiactividad totales (colina + PCho) en cada muestra. 

5 4.- M^todo segun la reivindicacion 2 caracterizado por ser un sistema de analisis in vitro de 
la capacidad inhibitoria de dichos compuestos sobre la enzima colina quinasa y por estar 
constituido por las siguientes etapas: 

- Se siembran celulas de raton 6 humanas en placas de plistico de 6 pocillos en el 
medio adecuado (DMEM o equivalente suplementado con 10% suero fetal o de 

10 temera recien nacida). Se anaden 200.000 cdulas por pocillo. Se hacen crecer 

hasta que alcanzan confluencia en un incubador con 5% de C02, 95% aire y 90% 
humedad, a 

- Normalmente a las 48 horas se alcanza la confluencia. En este punto se lavan las 
placas con tampon TD (50 mM fosfato sddico, 150 mM cloruro sodico, 5 mM 

15 cloruro potasico, pH 7,4) y se anaden 2 ml/pocillo de medio DMEM 

suplementado con 0.5% de suero de temera. Se anade a cada pocillo una cantidad 
creciente de los compuestos a analizar, disueltas en el mismo medio, de forma que 
se consiga una curva creciente que abarque un rango de al menos 1000 veces la 
concentracion menor empleada, que estara en tomo a 0,1 micromolar (fiM). Se 

20 incuba durante una hora en condiciones estandar, 

- Se anaden 0,5 |iCi/pocillo de (14C)metil-colina como precursor radiactivo. Se 
incuban en condiciones estandar de C02 y humedad durante 12-14 horas, 

" Se lavan las celulas con tampon TD y se procesan para la determinacion del 
contenido celular en PCho. Se anade 1 ml/pocillo de una soluci6n acuosa de acido 
25 tricloroacetico (TCA) al 16%. Se deja 1 hora en camara fria (4°C). Este 

procesamiento fija las celulas en los pocillos y extrae el material soluble en el 
TCA, conteniendo los metabolitos colina y Pcho, 

- Se recogen los sobrenadantes en tubos de 15 ml resistentes a disolventes 
organicos. Se lavan los pocillos con 1 ml de TCA al 16% y se mezclan con las 

30 muestras anteriores. 
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- Las celulas fijadas por el TCA en los pocillos se disuelven en 0,5 ml de hidrdxido 
s6dico 0,5 N y se determina la radiactividad incorporada en el material insoluble 
en TCA (fundamentalmente fosfatidilcolina) por m^todos estandares mediante 
contaje centelleo Hquido en un contador de emisiones B, 

5 - Los extractos de TCA se lavan con cuatro volumenes de eter saturado en agua. Al 

mezclar las muestras con el 6ter, se forman dos fases. Se agitan energicamente y 
se aspira la fase superior, que se deshecha. Se repite el proceso tres veces mds, 

- Las muestras se neutralizan con 50 |il de tampon Tris Base (pH 10) y se agitan 
energicamente para uniformizar la solucion, 

10 - Se transfieren las muestras a tubes eppendorf o similares de 1.5 ml y se secan 

mediante liofilizacidn en un sistema de centrifugacion al vacio, 

- Se resuspenden las muestras en 0,1 ml de agua destilada y se resuelven alicuotas 
equivalentes por cromatografia en capa fina utilizando placas de gel de silice 
como soporte y como fase movil 0,9% cloruro s6dico:metanol:hidr6xido amdnico 

15 (50:70:1). Al mismo tiempo, se resuelven en paralelo estfindares sinteticos de 

colina y fosfocolina radiactivos como indicadores, 

- Se identifican las manchas radiactivas correspondientes a colina y PCho y se 
cuantifican mediante centelleo Hquido (se raspan las manchas correspondientes 
tras exposicidn de un film sensible a radiactividad) o sistemas electr6nicos 

20 automdticos convencionales (directamente), 

- El efecto de cada compuesto analizado sobre la produccion de PCho se determina 
mediante la normalizacidn de los valores de radiactividad incorporados en el 
metabolito (colina o PCho) frente a los niveles de radiactividad incorporados en el 
material insoluble. 

25 5.- Metodo segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la 
colino quinasa estd contenida en un extmcto de c61ulas que produce la proteina colina 
quinasa. 

6.- Metodo segiin la reivindicaci6n 5 caracterizado porque la producci6n de la proteina colina 
quinasa es natural o inducida por ingenieria gendtica. 
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7. - Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque el 
m^todo de deteccion de los niveles de Pcho se realiza por HPLC de intercambio ionico. 

8. - Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la 
determinacion de la actividad colino quinasa se analiza mediante colina marcada 

5 radiactivamente o por metodos fluorim^tricos. 

9. - Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la 
colino quinasa utilizada ha sido al menos purificada parcialmente o totalmente. 

10. - Metodo segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque se 
realiza en fase Hquida para formar un producto de la reaccion que se separa de la mezcla de 

1 0 reaccidn tras completar esta. 

11. - Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque se 
realiza con la colina quinasa inmovilizada antes de la reaccion de manera que la reaccion se 
realiza en una fase solida-liquida. 
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